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2 الانتشار الناعي 
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ندمت طريقة بسيطة هي دلريقة الانتشار المناعي هر و لكف عن برو لامينات بعض الحبرب (الحتط.ة 
و 0 ترز) ودلا ا عن تو ضیح العاحقة المناعية ین ډب رولامینات شان زه الحبوبي. وقد لر حظ وچو د علاقة مناعية تر فة بد سن ډزو ل مسر الحنط. د 
{(Ghacin)‏ وبرو لامين الشعير (Hordin)‏ مم الممسلل المضاد لكلايدين الحذطة وعدم وجود علاقة te‏ كل من برو لاميسسن السذرة (Zen) a‏ از 


(GOrzerun)‏ وأمكن استخدام الممل ذاتة للكشف عن نسبة !% من الطسين المدزو ج سم اللهم الخام. 
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DETECTION OF WHEAT GLIADIN AND IMMUNOLOGICAL 
RELATION OF SOME CEREAL PROLAMINS BY DOUBLE IMMUNO 
DIFFUSION METHOD 


S. L. Aziz A. Nî. H. Al-Samarraie PD. D. Salman 
Food Sci. and Biotechnology Dept., College of Agric. Univ. of Baghdad 
ABSTRACT 
A simple prec ise method (d oubie ırnmuro diffusion technique) was used to deteci prolamins in some 
cereals {wheat , barley , corm and rice} as well as toe fnd immunological ratiot! between these cereals . Inmvuno 
cross reaction was seen between wheat gliadin and ! Daley prolamin (hordin) against the glıadin antiserum , but 
there was no relation between cor prolamin {ait and rice prolamin (oryzenir) . The same serum vıas used to 


detect as low as I%o of wheat four mixed with raw meat. 


الماتدهة 

تعد بروتينات الحنطة ومنها البرو لاميناات من الغذاء الخالي من الکلرتین Gluten Free} (GF)‏ 
لمو اد الو اسعة لاس "عمال هة گي ا E‏ المصددمة لدور ها (Dite‏ هو العا ج آلو خد لمر هس جساسية الحنملة . 
سي تسين لو عية السنتسج اسیا خ صدا ها اخئلفت الدول والمنظعات الدرلية في تخود 
الفيزيو کیمیاو ية فضا سل تو ا هسي 1 ابعص لسبة الكو )2 الهسمو < و ۾ بداو لها من قب امز سی ٤‏ 
الأمدتجل المسيد لانية من ال حب وب و الکسسول کم۔ادة في 9 ر ليا سمح بنیده ة %0.3( مر لارو تين ا حبسو اا 

زابطة »و 2 استطلا ع في كذدا اهر ان هناف (6C)‏ المسبية لحساسية الحنطة في ي المنتو ج كحد لقصی وهي 

ا تسيا .انرا يحدوي 3 لى الکلوش ن ( 4 د هسان اة للنسبة اأمحددة ھر قبل مئظمة اأصصحة العالمية 
البحث عنها هده المنتجات جاء لسس.ببين احدهما 9 ارز اه اندو وة WHO/F AO Codex)‏ 
يتعاق بالنواحي القانوئية و اس..سسيطرة اللو عيسة علسى guidelines‏ imentarusاA)‏ وکن ۷ رمکن اعتیاره 
الاغذية للحد من ‌ العشر فيها والاخسر يشسق مداع خاي د الکلو A‏ سمح الو لايا 
بالنواحي الطبية ويعد الكلايدين وهو بروتين الحنطة المتحدة الامريكية بنسبة (3) (1 » 14) في جين 
الذاثس يالكحول من انواع البرو لامینات امسو ولة بشکل عدت منظطمة (WHO)‏ نسبة أ مام 0 100 م a‏ ا چ 
ريسي عن مرض حساسية الحنطة Coliac disease‏ المنتج مسو دا عا ی ساس الوزن الجاف د تو جا خالا 
وآلذي يعد دن الإمر اض الزمنة التي تصسیب الام اء من الكلوتين (9). و لاهميهة المرضوع اخمتمدت نير هسل 
الدقيغة في الصغار والكبار غل حل سو اء )1( والدي الدر اساك بالطر اق التحلياية اة ا عن نادير ن فسي 
ينتج عذه حدوث اضرار جسيمءة في الازذسجة المخاصية منتجات الاخذية منها | استخدام التر درل الكهر باي وا 
المدهطلنة للامعاء الدقيةة مما لاسسللا اسو ع عملیة (HPLC)‏ 5 ان هذه القنيات تحتاج لى اجهزة LE‏ 
الامتصاص (6 » 14). ومكلفة مقارنة بطرائق ادق رابسط و اقثر تخصصا 

و قد اشہار ت اليحو ث الي سمية کل مسن و شي النقنيادت المناعية و الي مها تي4 الاننشسار 
برو لاميناات الحنطة والستريتيكيلي والش-عير والشيلم المناعي (3) کک e‏ مسو اء پاس هدام 
وبدرجة اقل الشوفان. بينما الحبوب الاخرى مل الوز الاجسام المضادة المتعددة Polyclonal antibodies‏ 


والذرة فقد ثبت عدم سميتها (8 › 9 و 14) ويعد حاليذ (2 4 10 کک الف هة 


. (Î3 «12 « 11} Monoclonal antibodies 


تاريخ استلام البحث 2004/5/13 ١‏ تاري قبول البحث 2005/5/14 
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لذا تهدف هذه الذزاسة الى ا اقخدام تقذيأة 
الانتشار المناعي المزدوج للكشف عن كلايدين الحنطة 
وبرو لامينات الحبوب المسببة لحساسية الحثطة. 
المواد وطرائق العمل 

كلصت ورو لأ ات اة واش میں 
والذرة والرز باستخدام الايثانول (%70) بعد ازالة 
الالبومينات والكلوبيولينات باستخدام (%0.15) مولار 
محلول كلوريد الصوديوم والكلوتيتين ب (%1) 
حامض الخليك وفق ما ذکره اه۸ وزملاؤہ (2) 
وقدر البروتين بطريقة بايوريت (5) واجريت عمليية 
حقن لاثنين من الارانب من النوع النيوزليندي بكلايدين 
الحنطة وبتركيز اولي (1.5 ملغم / مل) ونهائي (7.5 
ملغم / مل) خلال مدة الحقن اليومية التي استمرت 
ثلاثة اسابيع تخللتها ثلاثة ايام استرااحة في كل اسبوع 
وكانت الزيادة اليومية في التركيز بمقدار (0.5 ملغم) 
ماعدا الحقنة الاخيرة التي كانت الزيادة فيها بمقدار (1 
ملغم) حيث وصل التركيز في نهاية الاسبوع الاول الى 
(3 ملغم / مل) وفي نهاية الاسبوع الثاني كان (5 ملغم 
مل) و نوای ا ا 8 ا کان 
الانموذج يحقن بعد خلطه مسع مستحلب ۴ 
والبرافين بنسبة (1 : 9) وبعد EEE‏ 
سحب الدم من الوريد الاذني للارانب وفصل المصل 
کما ذکره ع6۷ وزملاژه (5) واجري فحص 
الانتشار المناعي المزدوج كما ذكره رماو (5) 
للكشف عن عيارية المصل المضاد وكذلك لتوضيح 
العلاقة المناعية بين كلايدين الحتطة والشعير والذرة 
والرز وللكشف عن نسب الكلايدين الداخلة في منتجات 
اللحوم الخام الممزوجة بطحين الحنطة. وقد تم 
استخلاص الکلایدين كما ذكره A0‏ وزملاؤە )2( 
وخلط الطحين مع اللحم بنسب (1 02 43› 
5ک اخ (12 )اق لزع زاشرت اده (48 
مل) من الكحول الاثيلي (%70) وبعد التحريك لمدة 


عزیز وآخرون 


(30) دقيقة عزل الرائق وتم الكشف عنه باستخدام 
فحص الانتشار المناعي المزدوج والذي حضر فيه 
هلام الاكار باذابة %1 من قروز في داریء 
الفوسفات الملحي والذي يتركب اللتر منه من 8 غم 
كلوريد الصوديوم » 0.20 غم كلوريد البوتاسيوم › 
0 غم فوسفات البوتاسسيوم تنائية الهيدروجين 
(KH2PO,)‏ و 1.44 غم فوسفات الصوديوم احادية 
الهيدروجين pH ùi › )N283°0,.21120(‏ 
المحلول (7.2) وسخن الى حرارة (90 م) ثم برد الى 
حرارة (57 م) قبل صبه علی شرائح زجاجية تم تقب 
الهلام بالمتقب المجهز من شركة K8‏ السويدية 
ووضع (10 مايكروليتر) من المصل او المحلول 
البروتيني في الحفر الخاصة بها › بعدها تركت 
الشرائح الزجاجية في تجويف رطب (لu1]‏ 
erمambط€)‏ لمدة (24 ساعة) تكونت خلالها الخطوط 
الترسيبية البيضاء بعدها بللت ورقة ترشيح ووضعست 
على الشريحة ثم وضع فوقها خمس اوراق ترشيح 
جافة ووضع فوقها تقل مقداره (1.5 کغم) › استبدلت 
الاوراق باخرى جديدة عدا ورقة الترشيح الاولى واعيد 
الضغط حتى جفاف الهلام تماما عندهاصبغت 
الشريحة بغمرها في محلول صبغة iعsيةm Co‏ 
Brilliant Blue-R250‏ (%0.05) مذابة في محلول 
مكون من الايثانول - حامض الخليك - ماء (50 › 5 
> 45) لمدة (15 دقيقة) بعدها غسلت الشريحة باستخدام 
محلول الغسل المكون من الايثانول وحامض الخليك 
والماء وبالنسب السابقة نفسها للتخلص من الصبغة غير 
المرتبطة بالبروتين . 
والمناقشة 

يوضح الشكل (1) نائج اختبار الانتشار 
المناعي المزدوج لتقدير عيارية المصل المضاد 
لكلايدين الحنطة اذ يلاحظ ظهور فعالية للمصل حتى 
تخفيف (8/1) وهي فعالية متوسطة ولكن يمكن 
استخدامها في اجسراء الفحوصات المناعية . 


شكل 1. اختبار الادتشار المناعي المزدوج لتقدير عيارية المصل المضاد لكلايدين الحنطة 
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تمتل الحفرة المركزية المستخلص الكحولي للكلايدين 
وتمثل الحفر المحيطة المصل المضاد بعد تخفيفه 
تخفيفات متوالية 

وتبین باستخدام الاختبار ذاته وجود علاقة 
مناعية بين كلايدين الحنطة وبرولامين الشعير 
)H0rde1n(‏ مع المصل المضاد لكلايدين الحنطة 
و المتمثلة بظهور خطوط ترسيبية مع كلا النوعيسن 
وعدم ظهورها مع كل من برولامينات الذرة والرز 
(شكل 2) » وهذا يؤكد اختلاف التركيب البفائي 


عزیز وآخرون 


لبرولامينات الذرة والرز مقارنة بتركيب كلايدين 
الحنطة جيث تختلف البرو لامينات في ضررها نتيجة 
الاختلافات في تتابع الاحماض الاميئية وتركيبها وكذلك 
كمية هذه البرولامينات مقارنة بالحنطة. فمثلا الشوفان 
اقل ضرراً من الحنطة لسببين هما ان كمية البرولامين 
فيه قليلة في الحبة وان البرولامين فيه يشبه قليلا 
برولامين الحنطة » بينما برولامين الذرة يعتبر غير 
ضار بالرغم من ان كميته تقارب كمية برولامين 
الحنطة ولكن تركيبهما يختلف كليا (1 › 14). 


شكل 2. اختبار الانتشار المناعي المزدوج لتوضيح العلافة المناعية لبرولامينات بعض انواع الحبوب باستخدام 


1- برولامين الحنطة (ملها6) 2- برولامين الذرة (261۸) 
3 برولامین الرز (۸1۸عyzا0)‏ 
وعند خلط نسب مختلفة من طحين الحنطة مع اللحم 
غير المطبوخ بنسب (1 ء 2 3 » 4و %5) وبعدد 
استخلاص الكلايدين واستخدام فحص الانتشار المناعي 
المزدو ج امكن الكشف حتى عن نسبة (%1) من 


(Hordein) رıعÈll‎ ùيمال برو‎ -4 


الطحين (شكل 3 وهذا يؤكد حساسية طريقة الانتشار 
المناعي في الكشف عن مثل هذه التراكيز المنخفضة 
من المستضد. 


شكل 3. اختبار الانتشار المناعي المزدوج للكشف عن وجود كلايدين الحنطة في نماذج اللحم التي خلطت معها بنسب 
٠1(‏ 2 ۰3 4 و %5) من طحين الحنط ة1 والحفرة أ- مستخلص لحم خام 


ر 


ميجدة العاوم الزر اة العراهية - 36 (3) :140-137 .2005 


المدسادر 


i.Ayob , M.K 1988. Development of 


enzymëE ~ Linked Immunosorbent 
assays (ELISAs) for the detecticn of 
food additives sS, aduiterants and 
contamiranîs Ph. D. Thesis 
University of Salford. Faculty of 
Research „, North East Institute „, Deeside 
, Ciwyd. 

2.Ayob , MK. ; Jj. Rittenburg , 1C. Allen , 
and C.J. Smith , 1988. e of 
a rapid -- Li nked Immunosorbent assay 
(ELISA} fcr giiadin determin ation in 
food . Food Hydrocololds 2 (1): 3 
49. 

3.Booth , MR and , JAD. Ewart 1970. 
Relationship betwsen wheat proteins. J. 


„, April, 187-192. 
„and CA. 


Sci. Food Agric. 21 
4.Chirdo , FG. ; M.C. Anon 


Fossati „, 1988. Development of high 
sensetive enzyme immunoassays for 
gliadin quantification using the 
streptavidin — Biotin amplification 
system Food and Aericultural 
Immunology 10 : 143-155. 

S.Garvy , Ii.S. ; NE. Gremer , and DH. 
Sussdorf 1977. Methods in 


Immunology , 3" ed, WA, Bojamın , 
INC , Donnulis. No. Canada . 

6.Hartsook , E.1 1984 Celiac sprue 
senselivity 10 gliadin. Cereal Food 
World 29 (2): 157. 

7.Lasztty , R. 1884. The Chemistry of 
Cereal Proteins . CRC. Press , INC 
Boca Raton Florida . P5 . 


.Nordlee J.A. and S.A. Taylor , 995. 
Immunological Analysis Cf Food 


ae nat me ne mr ma E a asa e oe a e SAN aw «man e aa 


140 


عیر یز واخرور 


allergens and other food proteins . Food 
Technology 129. 

9 Rumbo ,M.; ; F.G. Chirdo, M.C. Anon, 
MLC. and C.A. Fossati ٍ, 1997. 


immunoblotting of f gliadin seperated by 
PAGE analysi § of electrotransfée erect 
condition, Food and A4 gricultura 
Immunology , 9: 135-139, 
M.; FG. Chirdo , A.C. Fossat! 
and MC. Arnon , 1990. Influence of 
thermal treatment of food on the 
iumrnurochemical quantification of 
gliadin. Food and Agricultural 
Immunology 8 : 195-203. 
JH. 1985 A 5s 
monocionai-antibody-based ft 
gluten detection GQuantilative 


Immunoassay J. Soi. Food Agric 
36:987-.994. 

riti JH , JM. Devery , and 
S Hil! 950. Cute intolerance 


EE sry , celiac ~— toxicty , ald 
detec tian cf prolamins in food Cereal 


Food World 35 (7) : 638-644. 


„Skerritt j; dH. JA. Diment , and C.W. 


5. A senselivê nioni oolonal 


antibody — tased test for gluten 
detecilar CE of primary and 


J. Sci. Food Agric. 


SItivê monet ا‎ e 
tesl 1 Jr ie detecticn : studies with 
cooked or processed food. J. Sci. Food 
AÃ g1ç 36 280-986. 


J.Rumbo , 


. Skerritt 


bre 


ى 


ا 
ارا 


